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抄録：BRAF （V600E）遺伝子変異に基づくBRAF （VE1）蛋白発現は甲状腺乳頭癌において
予後不良因子と報告される．BRAF （V600E）遺伝子は RAS-RAF-MARKシグナル伝達を介
し細胞増殖を制御する．BRAF分子標的療法は悪性黒色腫で実用化されている．甲状腺癌と
ホルモン作用に関する研究において，甲状腺癌発生にエストロゲン , プロゲステロンの関与が
示唆される．われわれは甲状腺癌について，BRAF （VE1），Estrogen Receptor （ER），Pro-
gester one Receptor （PgR）の蛋白発現の臨床的意義を検討した．昭和大学病院において病理
診断された甲状腺乳頭癌59例，甲状腺濾胞癌3例，甲状腺低分化癌3例，甲状腺未分化癌4例，
腺腫様甲状腺腫 46 例を用いた．パラフィン包埋切片に抗BRAF （V600E）抗体，抗 ER抗体，
抗 PgR抗体を用いて免疫染色を行った．BRAF （VE1）発現は甲状腺乳頭癌では 40 例（68％）
に認められた．腺腫様甲状腺腫にはBRAF （VE1）発現は見られなかった．BRAF（VE1）陽
性群と陰性群で性別，腫瘍径に有意な差は見られなかったが，発症年齢 45 歳以上に有意に多
かった（P＝ 0.017）．PgR発現は甲状腺乳頭癌では陽性 32 例（54％），陰性 27 例（46％）だっ
た．腺腫様甲状腺腫は陽性 12 例（26％），陰性 34 例（74％）だった．甲状腺乳頭癌における
PgR陽性例は，女性に多い傾向が見られた（P＝0.057）．甲状腺乳頭癌におけるBRAF （VE1）
発現と PgR発現に相関は見られなかった（P＝ 1.000）．BRAF （V600E）遺伝子変異に対する
BRAF （VE1）蛋白発現は相関性が示されており，腫瘍のBRAF （VE1）蛋白発現を検討する
ことで，BRAF （V600E）遺伝子変異の状態を評価することが可能である．腺腫様甲状腺腫で
はBRAF （VE1）陽性例は認められず，甲状腺乳頭癌におけるBRAF （VE1）免疫染色陽性は，
腺腫様甲状腺腫ではなく，乳頭癌と判断できる所見といえる．甲状腺乳頭癌において 45 歳以
上で BRAF （VE1）の発現が有意に多く，予後不良因子である年齢（45 歳以上）との統計学
的な相関が見られたことは．BRAF （VE1）発現が臨床的予後因子である発症年齢と相関し，
予後を規定する因子である可能性が示唆された．BRAF分子標的療法の適応拡大が期待され
る中，BRAF （V600E）遺伝子変異とそれに伴うBRAF （VE1）蛋白発現を伴う甲状腺乳頭癌
は，その有力な候補と考えられる．今回の検討で，BRAF （VE1）蛋白発現は甲状腺乳頭癌の
およそ 7割に認められる特異的所見であることが明らかとなり，甲状腺癌への BRAF分子標
的療法の拡大のための基礎的研究として，臨床病理学的に有用な知見であると考えられた．
キーワード：甲状腺乳頭癌，BRAF変異，BRAF（VE1）発現，分子標的療法
　甲状腺乳頭癌は 10 年生存率が 90％以上の予後良
好な癌である1）．臨床的に年齢（45 歳以上），腫瘍
径（11 mm以上），性別，甲状腺外浸潤，遠隔転移
は予後不良因子とされる2）. 近年，甲状腺乳頭癌に
おける The B-type Raf kinase （BRAF）変異が報 
告されている．BRAF （V600E）遺伝子変異はBRAF 
（VE1）蛋白の発現によって病理組織学的に評価で
きる．BRAF （VE1）発現は甲状腺乳頭癌において
予後不良因子との報告もあるが，その発現の意義に
は議論がある3，4）．BRAF （V600E）遺伝子は RAS-
RAF-MARKシグナル伝達を介し，細胞増殖する分
子として知られている．BRAF 分子標的療法は悪
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性黒色腫で実用化されており，大腸癌では臨床試験
が実施されている．将来甲状腺癌に対してもBRAF
分子標的療法の適応拡大が期待されている．甲状腺
癌におけるBRAF （VE1）発現の病理組織学的検討
は，BRAF 分子標的療法の適応拡大に向けての基
礎的研究として重要である．
　甲状腺癌とホルモン作用に関する研究において，
人為的な早期閉経や不妊治療薬が甲状腺癌のリスク
を上昇させることが報告されている5）．そのため甲
状腺癌の発生にエストロゲン , プロゲステロンの関
与が示唆される6）．甲状腺癌におけるホルモン療法
は，高リスク群の甲状腺癌に対して行われる甲状腺
全摘術後の甲状腺ホルモン療法（TSH 抑制療法）
があるが，効果は限定的であり，高リスク群乳頭癌
患者への新たな治療戦略が求められている．
　今回われわれは昭和大学病院において病理診断さ 
れた甲状腺癌症例について，BRAF （VE1），Estrogen 
Receptor （ER），Progesterone Receptor （PgR）の
蛋白発現を免疫染色で検討し，その臨床的意義を検
討した．
研 究 方 法
　昭和大学病院において 2004 年から 2014 年に外科
的切除され，甲状腺乳頭癌と病理診断された 59 例
を対象とし後方視的に解析した．その他に甲状腺濾
胞癌 3例，甲状腺低分化癌 3例，甲状腺未分化癌 4
例を比較検討の対象とした．非腫瘍性病変として腺
腫様甲状腺腫 46 例を対照として用いた．
　病理学的検討には対象症例のホルマリン固定パラ 
フィン包埋切片を用いた．腫瘍組織の形態はhaemato-
xylin-eosin （HE）染色標本を用いて組織学的検討 
を行った．免疫染色は抗BRAF （V600E）抗体（clone 
VE1，diluted，Spring Bioscience 社），抗 ER抗体
（clone 1D5，diluted，ニチレイ社製），抗 PgR抗体
（clone 1A6，diluted，ニチレイ社製）を用いた．
BRAF（VE1），ER，PgR 発現は 100 倍で顕鏡し，
それぞれ病変内において intensity の最も高いとこ
ろで判定した．BRAF（VE1）の発現は 0-3＋の 4
段階で半定量的に評価した4）（Fig. 1）．ER，PgR は
Allred score を用いた．この判定基準（Allred 
score）は，ER，PgRの一般的な判定基準であり，染 
Fig. 1　 Representative BRAF （VE1） immuno-
histochemistry （IHC） result in thyroid 
carcinoma, IHC staining of BRAF （VE1） 
in Papillary carcinoma is shown in a 
descending order of staining intensity 
in the cytoplasm: 1＋（a）, 2＋（b）, 3＋（c） 
（original magniﬁca tion, ×400）
（a）
（b）
（c）
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色陽性細胞の占有率によって Proportion score を 6
段階（0-5 点）に，染色強度によって Intens ity 
score を 4 段階（0-3 点）に分類し，2 つの score
値を合計して 8 段階（0，2-8 点）に分類するもの
である7，8）．Score と内分泌療法の効果との関係では
score 3 点以上で治療効果があると報告されてい
る9）．BRAF は 2＋以上を，Allred score は 3 点以
上を陽性とした（Fig. 2）．
　統計解析はχ二乗検定（Fisher 直接確率計算）
およびT検定を用いた．
　本研究は昭和大学医学部　人を対象とする研究等
に関する倫理委員会で承認されている（承認番号
1698）．
結 果
　甲状腺乳頭癌 59 症例，腺腫様甲状腺腫 46 例の臨
床的特徴を示す（Table 1）．発症年齢は甲状腺乳頭
癌で中央値 58.0 歳（範囲 22 ～ 87 歳），腺腫様甲状
腺腫で中央値 59.5 歳（範囲 24 ～ 95 歳）だった．
性別は甲状腺乳頭癌では男性 14 例（24％），女性
45 例（76％），腺腫様甲状腺腫では男性 11 例
（24％），女性 35 例（76％）だった．腫瘍径は甲状
腺乳頭癌が中央値 12.0 mm（範囲 2.0 ～ 36.0 mm），
腺腫様甲状腺腫が中央値 27.5 mm（範囲 3.0 ～ 97.0 
mm）だった．腫瘍径は腺腫様甲状腺腫が有意に大
きかった（t＝5.27）が，年齢，性別に有意な差はな
かった．
　BRAF （VE1）発現をTable 2 に示す．甲状腺乳
頭癌では 0 （10 例，17％），1＋ （9 例，15％），2＋ （21
例，36％），3＋ （19 例，32％）だった．腺腫様甲
状腺腫では 0 （45 例，98％），1＋ （1 例，2％），2＋ 
（0 例，0％），3＋ （0 例，0％）だった．発現 2＋以
上を BRAF （VE1）陽性と判定し4），甲状腺乳頭癌
では 40 例（68％）に BRAF （VE1）発現が認めら
れた．腺腫様甲状腺腫にはBRAF （VE1）発現は見
られなかった（Table 3）．甲状腺低分化癌，甲状腺
未分化癌に 1例ずつ陽性例が認められ，甲状腺濾胞
癌に陽性例はなかった（Table 2）．
　甲状腺乳頭癌におけるBRAF （VE1）陽性群と陰
性群での年齢，性別，腫瘍径を統計学的に比較した
（Table 4）．性別，腫瘍径に BRAF （VE1）陽性群
と陰性群に有意な差は見られなかったが，発症年齢
Fig. 2　 Representative PgR IHC result in 
thyroid carcinoma, IHC staining of PgR 
in Papillary carcinoma is shown in a 
descending order of staining intensity 
in the nuclei : 1＋（a）, 2＋（b）, 3＋（c） 
（original magniﬁcation, × 400）
（a）
（b）
（c）
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Table 1　Patient characteristics of Papillary carcinoma and Adenomatous goiter
PC （n ＝ 59）（％） AG （n＝ 46）（％）
Age （y/o） P value＊
Median 58.0 59.5 0.167
Range 22-87 24-95
Sex
Male 14 （24） 11 （24） 1.000
Female 45 （76） 35 （76）
Tumoer Size （mm） t value＊
Median 12.0 27.5 5.27
Range 2.0-36.0 3.0-97.0
PC, Papillary carcinoma ; AG, adenomatous goiter
＊Chi-squared test
Table 4　 Clinical variables in relation to BRAF （VE1） of patients with 
Papillary carcinoma
n ＝ 59 positive （n ＝ 40） negative （n＝ 19） P value＊
Age at diagnosis （y/o）
 ＜ 45  9 11  0.017＊
 ≧ 45 31  8
Sex
 Male 　  7  7 0.192
 Female 33 12
Tumor size
 ≦ 10 mm 16  8 1.000
 ＞ 11 mm 24 11
＊Chi-squared test.
Table 2　Expression of BRAF （VE1） in thyroid tumors by immunohistochemistry
diagnosis n intensity  0 （％） 1＋ （％） 2＋ （％） 3＋ （％）
Papillary carcinoma 59 10  （17） 9  （15） 21  （36） 19  （32）
Adenomatous goiter 46 45  （98） 1  （2） 0  （0） 0  （0）
Follicular carcinoma  3  3  （100） 0  （0） 0  （0） 0  （0）
Poorly diﬀerentiated carcinoma  3  1  （33） 1  （33） 0  （0） 1  （33）
Undiﬀerentiated carcinoma  4  3  （75） 0  （0） 0  （0） 1  （25）
Table 3　 Expression of BRAF （VE1） in Papillary carcinoma and 
Adenomatous goiter
positive （％） nenative （％） P value＊
Papillary carcinoma 40 （68） 19 （32） －
Adenomatous goiter  0 （0） 46 （100）
BRAF positive are more than 2＋.
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45 歳以上が有意に多かった（P＝0.017）．
　ホルモンレセプターの発現を Table 5 に示す．
ER 発現は甲状腺乳頭癌で陽性 2例（3％），陰性 57
例（97％）だった．腺腫様甲状腺腫で陽性 1 例 
（2％），陰性 46例（98％）だった．ER発現は甲状腺 
乳頭癌と腺腫様甲状腺腫において，有意な差は認め
なかった（P＝1.000）．
　PgR 発現は甲状腺乳頭癌では陽性 32 例（54％），
陰性 27 例（46％）だった．腺腫様甲状腺腫は陽性
12 例（26％），陰性 34 例（74％）だった．PgR 陽
性例は甲状腺乳頭癌 32 例（54％）の方が腺腫様甲
状腺腫 12 例（26％）に比べ，有意に多かった（P
＝0.007）．
　甲状腺乳頭癌における PgR 陽性群と陰性群での
年齢，性別，腫瘍径を比較した（Table 6）．年齢，
腫瘍径に PgR 陽性群と陰性群に有意な差は見られ
なかったが，乳頭癌 PgR 陽性例は，女性に多い傾
向が見られた（P＝0.057）．
　甲状腺乳頭癌におけるBRAF （VE1）発現と PgR
発現に相関は見られなかった（P＝1.000）（Table 7）．
　単独で存在する腺腫様甲状腺腫と乳頭癌に合併す
る腺腫様甲状腺腫部分での BRAF （VE1），ER，
PgR の発現を比較検討した（Table 8）．いずれの
Table 5　Expression of ER and PR in Papillary carcinoma and Adenomatous goiter
ER positive （％） ER nenative （％） P value＊
Papillary carcinoma 2 （3） 57 （97） 1.000
Adenomatous goiter 1 （2） 45 （98）
PgR positive （％） PgR negative （％） P value＊
Papillary carcinoma 32 （54） 27 （46）  0.007＊
Adenomatous goiter 12 （26） 34 （74）
ER, estrogen receptor ; PgR, progesteron receptor.
ER and PgR positive are more than 3＋ in Allred score. ＊Chi-squared test.
Table 6　Clinical variables in relation to PgR of Patients with Papillary carcinoma
n ＝ 59 positive  n ＝ 32 negative  n ＝ 27 P value＊
Age at diagnosis （years）
 ＜ 45  9 11
0.457
 ≧ 45 23 16
Sex
 Male  4 10
0.057
 Female 28 17
Tumor size
 ≦ 10mm 12 12
0.783
 ＞ 11mm 20 15
ER, estrogen receptor ; PgR, progesteron receptor.
＊Chi-squared test.
Table 7　Relationship between BRAF and PgR
BRAF positive BRAF negative P value
PgR positive 18  8
1.000PgR negative 22 11
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腺腫様甲状腺部分においても，両者に発現率の差は
認められなかった．
考 察
　BRAF は細胞増殖シグナル伝達経路に作用する
RAFファミリーの一つである10）．RAFファミリー
の中でも最も遺伝子変異の頻度が高いのが BRAF
で，変異のパターンは 30 種類以上報告されている
が，ほとんどは 600 番目のV（バリン）がE（ゲル
タミン酸）に置き換わる変異（V600E）である11）．
BRAF （V600E）遺伝子変異に対するBRAF （VE1）
蛋白発現は，感度 100％，特異度 87.9％と報告がさ
れ4），BRAF （VE1）蛋白と BRAF （V600E）変異
は相関性が示されている．よって腫瘍組織のBRAF 
（VE1）蛋白発現を検討することで，BRAF （V600E）
遺伝子変異の状態を病理学的に評価することが可能
と考えられる．対照とした腺腫様甲状腺腫では
BRAF （VE1）陽性例がなかったことから，甲状腺
乳頭癌におけるBRAF （VE1）発現は免疫染色で陽
性になれば，腺腫様甲状腺腫ではなく，ほぼ乳頭癌
といえる .
　腺腫様甲状腺腫として手術を施行した症例の病理
組織を検討すると，13.6 ～ 14.3％で甲状腺癌を合併
している12-14）．今回，単独の腺腫様甲状腺腫と甲状
腺癌乳頭癌に合併した腺腫様甲状腺腫とで BRAF 
（VE1）の発現に相違は認められなかった．このこ
とから甲状腺癌の発生母地と成り得る腺腫様甲状腺
腫部分において，BRAF （VE1）発現が合併する甲
状腺乳頭癌の発生機序には関与していないことを示
唆している．
　甲状腺乳頭癌において発症年齢 45 歳以上の症例
でBRAF （VE1）の発現が有意に多く，予後不良因
子である発症年齢（45 歳以上）との統計学的な相
関がみられた．BRAF 遺伝子変異が認められた乳
頭癌では，甲状腺外浸潤や病期分類において高度な
進行が認められるとの報告がある3，4）．一方で
BRAF （VE1）発現は，日本と海外で治療法が異な
るため，早期再発や予後には関与しないとの報告も
ある3，15）．しかし，今回，臨床的予後因子である発
症年齢と相関し，予後と関連している可能性が示唆
された．被膜外浸潤，リンパ節転移，遠隔転移など
の既報の予後不良因子を含めた検討が今後必要と考
えられた．
　現在，進行型や再発性の分化型甲状腺癌でチロシ
ンキナーゼ阻害薬の適応が承認されている．悪性黒
色腫，次いで，大腸癌で実用化された BRAF分子
標的療法はその適応拡大が期待されている．BRAF 
（V600E）遺伝子変異とそれに伴う BRAF （VE1）
蛋白発現を伴う甲状腺乳頭癌は，適応拡大の有力な
候補と言える．今回のわれわれの検討で，BRAF 
（VE1）蛋白発現は甲状腺乳頭癌のおよそ 7割に認
められる所見であり，腺腫様甲状腺腫に発現がみら
れないことが明らかになった．このことは今後の甲
状腺癌への BRAF分子標的療法の拡大に向け，臨
床病理学的に有用な知見であるとともに，通常の病
理組織診断における免疫染色で評価可能な BRAF 
Table 8　Expression of BRAF, ER and PgR in Adenomatous goiter with PC
BRAF positive （％） BRAF nenative （％） P value
Adenomatous goiter with PC 0 （0） 12 （100） 1.000
Adenomatous goiter 0 （0） 46 （100）
ER positive （％） ER nenative （％） P value
Adenomatous goiter with PC 0 （0） 12 （100） 1.000 
Adenomatous goiter 1 （2） 45 （98）
PgR positive （％） PgR nenative （％） P value
Adenomatous goiter with PC 2 （17） 10 （83） 0.764
Adenomatous goiter 12 （26） 34 （74）
ER, estrogen receptor ; PgR, progesteron receptor ; PC, Papillary carcinoma.
BRAF positive are more than 2＋.
ER and PgR positive are more than 3＋ in Allred score.
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（VE1）発現は，BRAF分子標的療法の適応症例の
選択と，治療効果予測に有用な生物学的指標となり
うると考えられた．
　甲状腺疾患の発症に性ホルモンや性ホルモンレセ
プターが甲状腺疾患の発症に関係していることが報
告され16-18），PgR，ER は甲状腺癌の予後良好因子
との報告がある19）．また妊娠中は甲状腺癌の発症頻
度が高くなるが，ER，PgR は予後には影響しない
との報告もあり20），ER，PgR の発現意義は種々の
見解がある．今回われわれの検討では，乳頭癌の半
数に PgR が発現し，女性に多い傾向が見られた．
しかしながら，今回の検討ではBRAF （VE1）発現
と PgR 発現には相関が見られなかった．甲状腺癌
におけるホルモンレセプター発現の意義について
は，免疫染色を加えた病理組織学的知見を踏まえ
て，さらなる検討が必要であると思われた．
　以上の如くBRAF （VE1）蛋白発現は甲状腺乳頭
癌において高率に認められ，予後予測に有用である
可能性も示唆された．BRAF （VE600）遺伝子変異
に伴うBRAF （VE1）蛋白発現の解析は，将来の甲
状腺癌の分子標的療法の基礎的研究として重要であ
り，さらなる研究の蓄積が必要であると考えられた．
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CLINICOPATHOLOGICAL STUDY OF THE EXPRESSION OF BRAF （VE1） IN 
THYROID PAPILLARY CARCINOMA
Kazumaro OKINO, Eisuke SHIOZAWA, Yosuke SASAKI,  
Sakiko TAZAWA, Tomoko NOROSE, Mayumi HOMMA,  
Toshiko YAMOCHI, Genshu TATE and Masafumi TAKIMOTO
Department of Pathology, Showa University School of Medicine
　Abstract 　　 Despite continued debate, the BRAF V600E mutation is a valuable prognostic factor in 
thyroid carcinoma.  We aimed to use immunohistochemistry to detect BRAF （VE1）, estrogen receptor 
（ER） and progesterone receptor （PgR） expression in thyroid tumors.  Surgical specimens from 59 cases 
of thyroid Papillary carcinoma, 3 cases of thyroid follicular carcinoma, 3 cases of poorly diﬀerentiated thy-
roid carcinoma and 4 cases of undiﬀerentiated thyroid carcinoma were collected between 2004 and 2014 
at Showa University Hospital.  As a benign lesion control, we used specimens from 46 cases of adenoma-
tous goiter.  Specimens were immunostained for BRAF （VE1）, ER and PgR.  The cutoﬀ immunostaining 
intensity value for a positive BRAF （VE1） specimen was ≥ 2.  ER and PgR were deemed positive if the 
Allred score was ≥ 3.  The median age of the 59 patients with Papillary carcinoma was 58.0 years （range, 
22-87 years）, and the specimens were from 14 males and 45 females.  The number of Papillary carcinoma 
specimens that were positive for BRAF （VE1）, ER and PgR was 40 （68％）, 2 （3％） and 32 （54％）, re-
spectively.  For adenomatous goiter, positive scores were detected for BRAF （VE1）, ER and PgR in 0 
（0％）, 1 （2％） and 12 specimens （26％）, respectively.  In patients with Papillary carcinoma, there was no 
diﬀerence in the number of BRAF （VE1）-positive and -negative specimens, according to sex or tumor di-
ameter, although there were signiﬁcantly more BRAF （VE1）-positive specimens from people ≥ 45 years, 
compared to those ＜ 45 years old.  No BRAF （VE1）-positive expression was detected in adenomatous 
goiter, and BRAF （VE1） expression was specific for Papillary carcinoma.  Our study suggests that 
BRAF （VE1） immunoexpression may be a useful marker for BRAF molecular targeted therapy for Pap-
illary carcinoma in the near future.
Key words :  thyroid Papillary carcinoma, BRAF mutation, expression of BRAF （VE1）, molecular tar-
geted therapy
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